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ABSTRACT

The in vitro activity of methanolic extracts of plant organs of Acacia farnesiana and
Acacia cornigera (Fabaceae) on the mortality of Rhipicephalus microplus larvae was
conducted by the larval inmersion technique. In addition, the fractionation of the
methanolic root extract of A. cornigera was performed and the chromatographic profile
of the most active fraction was determined. The experiment was established under a
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completely randomized design with five replicates, each replicate consisted of a group of
20 larvae. Extracts that produced > 90 % mortality of lavae were considered highly
effective. Ethanolic extracts of A. farnesiana (stem) and A. cornigera (stem and root)
had high effectiveness. The analysis of dose-response for the most effective extracts
showed that A. cornigera (root) had the lowest values of CLso (2.12 mg/mL). From this
methanolic extract, five fractions were generated. Fraction M2b1l (1 mg/mL) was the
most active and caused 88 % mortality of larvae. The chromatographic profile of this
fraction showed that the most abundant components were sacarose, quercitrine and two
unindentified compounds. These results highlight the potencial of the ethanolic extract of
A. cornigera (root) as a promising source of natural product against Riphicephalus
microplus larvae.

Keywords: Acacia spp., botanical ixodicide, plant extract, cattle tick larva, ectoparasite
management.

RESUMEN

Se evalud in vitro la actividad ixodicida de extractos metandlicos de diferentes 6rganos
de Acacia farnesiana y Acacia cornigera (Fabaceae) sobre la mortalidad de larvas de
Rhipicephalus microplus mediante la técnica de inmersion de larvas. Ademas, se
fracciond el extracto metandlico de raiz de A. cornigera y se determind su perfil
cromatografico. El experimento se establecié bajo un disefio completamente al azar con
cinco repeticiones, cada repeticion consistié de un grupo de 20 larvas. Se consideraron
altamente efectivos los extractos que produjeron mortalidad > 90 %. Los extractos
metanolicos de A. farnesiana (tallo) y A. cornigera (tallo y raiz) tuvieron alta efectividad.
El andlisis de dosis-respuesta de los extractos metandlicos mas activos mostré que el
de A. cornigera (raiz) tuvo los valores mas bajos de ClLso (2.12 mg/mL). De este
extracto metandlico se generaron cinco fracciones, donde la fraccion M2b1 (1 mg/mL)
fue la méas activa, misma que causd 88 % de mortalidad de larvas. El perfil
cromatégrafico de esta fraccibn mostr6 como componentes mayoritarios sacarosa,
quercitrina y dos componentes no identificados. Estos resultados muestran el potencial
ixodicida del extracto metandlico de A. cornigera (raiz), como fuente promisoria para el
desarrollo de productos naturales contra larvas de Riphicephalus microplus.

Palabras claves: Acacia spp., ixodicida botanico, extracto vegetal, larva de garrapata,
manejo de ectoparasitos.

1. INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus es el principal ectoparasito del
ganado bovino en zonas tropicales debido a su enorme impacto en la produccion
gandera por los dafios fisiolégicos ocasionados por las picaduras, succion de sangre y
transmision de patégenos, como Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma
marginale (Rodriguez-Vivas et al., 2004). El control de garrapatas en México se ha
realizado principalmente mediante el uso de productos quimicos sintéticos vy
semisintéticos, como son los organofosforados, amidinas, piretroides y lactonas
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macrociclicas (Aguilar-Tipacamu & Rodriguez-Vivas, 2003; Rodriguez-Vivas, et al.,
2010). Sin embargo, el uso continuo e irracional de estos productos ha ocasionado la
aparicion de poblaciones de garrapatas resistentes, en particular a organofosforados,
piretroides, amitraz, fipronil e ivermectina (Soberanes et al.,, 2002; Rodriguez et al.,
2007; Pérez et al., 2010; Miller et al., 2012).

Ante esta problematica, a nivel mundial se ha planteado el uso de nuevas alternativas
para el manejo sustentable de garrapatas, especialmente a través del uso de derivados
vegetales, extractos y aceites esenciales, la ventaja de estos productos es que han
demostrado efectividad, son considerados de bajo impacto al ambiente, representan
bajo riesgo de resistencia y baja toxicidad a humanos (Chagas, et al., 2003; Olivo, et al.,
2009; Borges, et al., 2011). En este contexto, se han evaluado mas de 60 especies de
plantas pertenecientes a 26 familias contra R. microplus (Banumathi et al., 2017).

El género Acacia es el segundo mas grande de la familia Fabaceae, con distribucion
pantropical y representa recursos invaluables para el desarrollo de productos con
actividad bioldgica para diversos fines (Maslin et al., 2003; Malviya et al., 2011; Nguyen,
et al., 2015; Subhan et al., 2018; Jaeger et al., 2019). Varios tipos de extractos
vegetales de este género han sido reportados por poseer actividad insecticida, Pérez-
Pacheco et al., (2004) reportaron alta actividad insecticida de Acacia farnesiana (L.)
Wild. contra larvas de Culex quinquefasciatus. Pangnakorn & Chuenchooklin (2018)
observaron 100 % de mortalidad del coledptero Sitophilus zeamais por efecto de los
aceites esenciales de A. farnesiana. Chaubal et al., (2005) encontraron alta actividad
insecticida de extractos de A. nilotica contra a Aedes aegypti y Culex quinquefasciatus.
Sin embargo, la actividad acaricida de este género ha sido poco estudiado, un par de
estudios reportan buena actividad de los extractos etandlicos de las hojas de A.
farnesiana, A. harmandiana (Pierre) Gagnep.y A. pennatula (Schltdl. & Cham.) Benth
(Chungsamarnyart et al., 1991; Fernandez-Salas et al., 2011).

Con base en lo anterior, y considernado la necesidad de integrar diferentes opciones
de manejo de R. microplus, asi como la necesidad de disminuir el uso de acaricidas
sintéticos y promover el uso de extractos vegetales y sus derivados como practicas
sustentables en la produccion pecuaria, el objetivo del presente estudio fue evaluar bajo
condiciones de laboratorio la actividad de extractos metandlicos de diferentes 6rganos
de A. farnesiana y Acacia cornigera contra larvas de R. microplus (Acari:Ixodidae),
considerando como hipoétesis que la accion de los extractos metandlicos obtenidos de
estas especies tienen efecto ixodicida contra larvas de R. microplus.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Ubicacion del experimento y obtencion de garrapatas

El estudio se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNACh, en la ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
México. Las garrapatas se obtuvieron de explotaciones comerciales ubicadas en el
Municipio de Villaflores, Chiapas. México (16°20°39.8” N; 93°19°30.4” W). La recolecta
fue en areas que tuvieran un periodo minimo de 45 dias sin tratamiento con acaricidas
quimicos, se recolectaron hembras adultas ingurgitadas (teleoginas) en horas de la
mafana y de forma manual, como lo describe el protocolo sugerido por la FAO (2004).
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Las garrapatas se almacenaron en envases de plastico limpios, con orificios de
ventilacion y gasa humeda en el fondo. Para obtener los huevos, las teleoginas se
depositaron en cajas Petri. Estas permanecieron en el laboratorio a 27 + 1.5°C y 85-
86 % de humedad relativa. Los huevos obtenidos se transfirieron a viales de cristal de
10 mL con tapa de algodén y fueron incubados bajo las mismas condiciones de
temperatura y humedad al que estuvieron las teleoginas durante la oviposicion. Para los
bioensayos se utilizaron larvas de 7-14 dias de edad (Soberanes et al., 2002).

2.2. Seleccién y obtencién del material vegetal

La recolecta de plantas se llevé a cabo en los municipios de Cintalapa de Figueroa (16°
32" 3.97” N; 93°50°51.55” W), Villaflores (16°20°39.8” N; 93°19°30.4” W) y Tuxtla
Gutiérrez (16°41°35.38” N; 93°11°41.98” W), Chiapas. Las plantas seleccionadas para
el estudio fueron A. farnesiana y A. cornigera. La identificacion taxonomica se llevo a
cabo en el laboratorio de botanica de la Escuela de Biologia de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas, Campus Tuxtla Gutiérrez.

Las muestras se tomaron de plantas adultas. En laboratorio se separaron los diferentes
organos de las plantas (raiz, tallo, hojas, corteza, fruto), y se procedié a deshidratar el
material en una estufa marca Imperial 1lI® a temperatura de 40°C durante 72 horas.
Posteriormente el material vegetal se moli6 en molino (lka Werker®) en particulas
pequefias para la elaboracion de los extractos. El material obtenido de cada planta fue
empacado en bolsa de nylon, etiquetado y almacenado a temperatura ambiente hasta
Su uso.

2.3. Preparacion de extractos

Para preparar los extractos metandlicos, se siguié la metodologia propuesta por
Rosado-Aguilar et al. (2010), con modificacion en el tiempo de reposo durante la
extraccion. Se tomd una muestra de 50 g de material vegetal molido, se adicionaron
300 mL de metanol y se dej6 reposar durante 48 h a temperatura ambiente.
Posteriormente la mezcla se filtr6 a través de papel filtro Whatman #1 (Merck,
Alemania). La evaporacion del metanol se hizo través de un rotavapor (Buchi R300®,
BUCHI Latinoamérica, México) a baja presion y temperatura de 45°C. El material
obtenido (pasta) se almacen6 a temperatura de 4°C hasta su uso.

Para los bioensayos se tomo el equivalente a 1 g de la pasta obtenida del rotavapor y
se disolvi6 en 100 mL de una suspension de agua destilada combinado con el
emulsionante/solubilizante Tween 20 (ThermoFisher Scientific, México) en
concentracion 98:2 (v/v). La mezcla obtenida (concentracion de 10 mg/mL) se usé en la
primera ronda de evaluacion. Para los bioensayos de dosis-respuesta se usaron las
siguientes concentraciones: 10, 7.5, 5y 2.5 mg/mL. Estas concentraciones estan dentro
de los rangos inferiores usados en otros estudios (Ferreira-Borges et al., 2011).

2.4. Fraccionamiento del extracto metandlico de Acacia cornigera
Para el fraccionamiento del extracto metandlico, el procedimiento usado permitio
obtener fracciones de diferente polaridad. El extracto metandlico (3.2 g) de raiz de A.

cornigera se macerd con acetonitrilo (100 mL) a temperatura ambiente (dos veces por
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24 h en cada ocasion). Posteriormente, para eliminar grasas la fraccién de acetonitrilo
se mezcld con hexano y se pasd en un embudo de separacion, dos veces (1:1, v/v).
Como resultado se obtuvieron las fracciones de baja polaridad (M2a, 0.11 g), de
polaridad media-alta (M2b, 1 g) y un precipitado de polaridad alta (M2c, 2.07 g). El
disolvente se eliminé a presién reducida, en un rotavapor (lka®, IKA, Alemania)
equipado con bafio Maria a 40 °C, hasta sequedad total. Las tres fracciones se
mantuvieron a 4°C en la oscuridad.

La fraccién M2b fue sub-fraccionada mediante una columna de cromatografia liquida al
vacio (5 cm de diametro y 5 cm de altura) empacada con gel de silice (60 GFzss4, Merck,
Alemania). Se eluy6 con una mezcla de disolventes (acetato de etilo, acetona, metanol
y agua) en polaridad ascendente, obteniendo cinco fracciones nombradas M2b1, M2b2,
M2b3, M2b4 y M2b5.

El extracto y las fracciones se analizaron por cromatografia de capa delgada (CCD),
empleando placas cromatograficas con soporte de aluminio, impregnadas con gel de
silice 60 F2s4 de 0.20 mm de espesor (Merck, Alemania). La fase movil consistio de lo
siguientes sistemas: Hx/Acetona 8:2, CH2Cl2/AcOEt 8:2, CH2CL./MeOH 8:2, vy
AcOEt/Acetona/MeOH/H20 4:4:1.5:0.5 y 4:5:1.5:0.5. Este ultimo sistema se usoO para
fraccionar y analilzar. Los componentes separados por CCD se visualizaron bajo luz UV
de onda corta (254 nm) y larga (365nm), usando como revelador acido fosfomolibdico y
calor de aproximadamente 120 °C, para visualizar los componentes presentes.

2.5. Andlisis de fraccion por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS)

La sub-fraccion mas activa M2b1 se analiz6 en un cromatdgrafo de liquidos acoplado a
un espectrémetro de masas de alta resolucién siguiendo el sistema previamente
descrito por Martin et al., (2014). Los cromatogramas y los espectros de masas se
obtuvieron en un equipo Agilent 1200 acoplado a un detector masas Bruker maXis HR-
QTOF (Bruker, USA). La muestra (2 pL al 1 %, v/v) se inyect6 en una columna Zorbax
SB-C8 de 2.1 x 30 mm (Agilent Technologies, Alemania), a una temperatura de 40 °C y
un flujo de 300 pL/min. Para obtener los espectros de masas, la ionizacion del
disolvente eluido se obtuvo utilizando una fuente estandar maxis ESI ajustado a un flujo
de gas 11 L/min a 200 °C y un nebulizador de presion a 40 psig. Los espectros de
masas se obtuvieron desde 150 m/z a 2000 m/z en modo positivo. Los espectros de
masas de los componentes se compararon con las bases de datos MEDINA y el DNP
de Chapman & Hall Dictionary v25.1.

2.6. Bioensayos

Los bioensayos de mortalidad de las larvas de garrapata de R. microplus se llevaron a
cabo por la técnica de inmersién larval modificada (Soberanes, et al., 2002). Para tales
efectos los extractos se resuspendieron en agua destilada y emulsionante/solubilizante
Tween 20 al 2 % (ThermoFisher Scientific, México). Alicuotas de 3 mL de cada extracto
se depositaron en cajas Petri de vidrio que contenian dos secciones circulares de papel
filtro Whatman #1 (Merck, Alemania). Posteriormente, 100 larvas de garrapatas de 7-14
dias de edad se depositaron por 10 minutos entre las dos secciones de papel filtro.
Después de la exposicion, las garrapatas tratadas se transfirieron en grupos de 20 a
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sobres de papel filtro. Cada sobre de 20 larvas representd una repeticion. Cada
tratamiento tuvo cinco repeticiones, incluyendo el control negativo (adua destilada y
emulsionante/solubilizante Tween 20 al 2 % (ThermoFisher Scientific, México) y el
control positivo amitraz (Bovitraz 12.5, Bayer de México). Los paquetes se incubaron
durante 48 h bajo condiciones de laboratorio a una temperatura de 27 £ 1.5°C y 85 %-
86 % de humedad relativa. El porcentaje de mortalidad se determiné contando las
larvas muertas y vivas aplicando la siguiente formula: mortalidad (%) = (namero de
garrapatas vivas — nimero de garrapatas muertas) / nimero de garrapatas vivas) x 100.
Para el calculo de las concentraciones letales medias (CLso), la mortalidad se corrigio
mediante la formula sugerida por Abbott (1925) y recomendada por la FAO (2004), MC
= (% mortalidad Tratamiento - % mortalidad control) / (100 - % mortalidad control) x 100.

2.7. Disefio experimental y andlisis estadistico

El experimento se establecio en un disefio completamente al azar. Previo al andlisis los
datos se evaluaron por homocedasticidad y normalidad. El andlisis de datos fue
mediante ANOVA, la comparacion multiple de medias se hizo mediante la prueba de
Tukey y la concentracion letal (CLso) fue calculada mediante analisis Probit. Los andlisis
se llevaron a cabo en el software SAS version 9.0 para Windows.

3. RESULTADOS
3.1. Actividad de extractos metandlicos

Un total de siete extractos metandlicos obtenidos de diferentes érganos de dos
especies de Acacia se evaluaron contra las larvas de R. microplus. Todos los extractos
produjeron mortalidad significativa (P < 0.05) en las larvas. La mortalidad producida por
los extractos estuvo en el rango de 74 a 96 % (Fig. 1). Los extractos de A. cornigera
(raiz y tallo) y A. franesiana (tallo) produjeron mas de 90 % de mortalidad. Estos
extractos fueron considerados altamente efectivos.
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Fig 1. Means * standard error of the percent mortality of R. microplus larvae
treated with methanol extracts (10 mg/mL) of Acacia farnesiana and Acacia
cornigera at 48 h after exposure. Bars with the same letters are not significantly
different (Tukey test; N=5, P > 0.05).

Fig 1. Medias * error estandar del porcentaje de mortalidad de larvas de R.
microplus tratadas con los extractos metandlicos (10 mg/mL) de Acacia
farnesiana y Acacia cornigera a las 48 h de exposicién. Barras con las mismas
letras no presentan diferencias significativas (Prueba de Tukey; N =5, P > 0.05).

El calculo de las concentraciones letales medias de los extractos metandlicos mas
activos mostrd que los de A. cornigera-Raiz y A. cornigera-Tallo fueron los mas téxicos
con una CLso de 2.1 mg/mL y 4.1 mg/mL, respectivamente (Tabla 1).
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Table 1. Medium lethal concentration (LCso; mg/mL) of methanol extracts of
Acacia farnesiana and Acacia cornigera on Rhipicephalus microplus larvae after
48 h of exposure.

Tabla 1. Concentracion letal media (CLso; mg/mL) de extractos metandlicos de
Acacia farnesiana y Acacia cornigera sobre larvas de Rhipicephalus microplus
después de 48 h de exposicion.

Extracto Pendiente CLso P
(Intervalo de
confianza)
A. farnesiana-Tallo 1.09 10.5 (6.1-14.7)2 <0.01
A. cornigera-Tallo 1.43 4.1 (2.15-7.8)° <0.01
A. cornigera-Raiz 1.04 2.12 (0.87 -5.2)° <0.01

Valores de CLso seguidos por la misma letra dentro de la misma columna no son
significativamente diferentes con base en los traslapes de los valores de intervalos de
confianza (IC). N = 5 grupos de 20 individuos.

3.2. Comparacion de efectividad de fracciones de A. cornigera

De acuerdo al mayor porcentaje de mortalidad y la ClLso se seleccion6 el extracto
metandlico de raiz de A. cornigera para continuar con el fraccionamiento biodirigido.
Entre las tres fracciones obtenidas del extracto metandlico, Unicamente la fraccion M2b
mostré actividad contra larvas. Esta fraccidén se fraccion6 nuevamente en gel de silice y
se obtuvieron cinco fracciones nuevas: M2b1, M2b2, M2b3, M2b4 y M2b5 (Tabla 2).

Table 2. Mean (+ standard error) of the percent mortality of R. microplus larvae
treated with fractions of the methanol extract of A. cornigera-Root.

Tabla 2. Media (x error estandar) del porcentaje de mortalidad de larvas de R.
microplus tratadas con fracciones del extracto metandélico de A. cornigera-Raiz.

Fraccion / Tratamiento Mortalidad de larvas

5 mg/mL 1 mg/mL
M2b1l 97.1+1.02 88.3+4.2 ab
Amitraz 93.0+2.6 @ 90.0+4.2 @
M2b5 90.7+3.8 @ 55.0+10.4 bc
M2b4 90+5.12 @ 59.0+9.3 abe
M2b3 82.9+7.22 NE
M2b2 78.61+6.1 2 NE
Control negativo 35.0+3.5° 34.046.2°¢

Medias con letras repetidas en la misma columna no son significativamente
diferentes (Prueba de Tukey; P > 0.05); NE: No evaluado. Control negativo:
Agua destilada/tween 20 (98/2 v:v).

La mayor actividad a concentracion de 5 mg/mL se observé en la primera fraccion
(M2b1l), la cual produjo 97 % de mortalidad en larvas de R. microplus, seguida de las
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fracciones M2b4 y M2b5, las cuales causaron entre 90 a 93 % de mortalidad (Tabla 2).
A concentracion de 1 mg/mL, la fraccion M2bl causé significativamente mayor
mortalidad (88 %) que el resto de las fracciones (Tabla 2).

3.3. Perfil cromatografico de la fraccion M2b1

El cromatograma de liquidos de la fraccion M2b1 mostré claramente un pico mayoritario
a un tiempo de retencion (Tr) de 0.49 min, con un ion molecular a m/z 342.1163 de
formula molecular Ci12H22011 (calculado para Ci2H23011%, 343.1236), identificado por su
espectro de masas como sacarosa. En menor proporcion se observé un pico a un Tr de
1.62 min, con i6n molecular a m/z 448.1006 correspondiente a una mezcla, donde se
detect6 un flavonoide glicosilado denominado ramnésido de O-quercetina (calculado
para C21H21011, 449.1079), conocido como quercitrina. Asi como dos componentes no
identificados de formula molecular C24H4sNO7 y C1sH3sO7 (Tabla 3).

Table 3. Metabolites detected in the fraction M2b1l of the exctract A. cornigera-
Root by liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry.
Tabla 3. Metabolitos detectados en la fraccion M2b1l del extracto A. cornigera.-
Raiz mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion.

TR Peso molecular [M + H]" (m/z) Formula

min Experimental Tedrico molecular Compuesto
0.49 343.1236 343.2890 C12H22011 Sacarosa
1.62 449.1079 449.3707 C21H20011 Quercitrina
2.46 460.3270 460.5937 C24HasNO7 NI
2.77 367.2694 367.4719 C18H3807 NI

Tr: Tiempo de retencion. NI: No identificado.

4. DISCUSION

En el presente trabajo se observo que los extractos metanolicos de A. farnesiana y A.
cornigera tienen diferentes grados de toxicidad sobre larvas de R. microplus. En
particular sobresali6 el efecto del extracto metandlico de A. cornigera-Raiz. El analisis
de concentracion letal media de los extractos mas activos mostré que el extracto
metandlico de A. cornigera-Raiz tuvo un valor de CLso de 2.12 mg/mL en larvas de R.
microplus. Lo anterior resalta los efectos particulares del extracto metandlico de A.
cornigera-Raiz sobre R. microplus. En otros estudios los extractos organicos de
especies de Acacia han mostrado efectos variados. Chungsamarnyart et al. (1991)
observd que los extractos etandlicos de las hojas de A. farnesiana y A. harmandiana no
tuvieron actividad (9.3 y 2.4 %, respectivamente) contra larvas de R. microplus. Por el
contrario, Fernandez-Salas et al. (2011) observaron que los extractos de hoja de A.
pennatula causaron 54 % de mortalidad en larvas de garrapata. La actividad acaricida
de extractos de raiz de A. cornigera no ha sido reportada previamente. Sin embargo,
con base en los resultados del presente estudio, se considera que este extracto tiene
alta toxicidad si se compara con extractos metandlicos de otras especies vegetales,
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donde se ha reportado alta toxicidad. Usando concentraciones mas altas que las
usadas en este trabajo, Godara et al. (2018) reportaron ente 45 a 88 % de mortalidad
de R. microplus por efecto de extracto metandlico de frutos de Piper longum a
concentraciones de 25 a 50 mg/mL. Rosado-Aguilar et al. (2010) observaron que el
extracto metandlico de hojas y raices de Allium sativum and Cannabis sativa causo6
100 % de mortalidad pero a concentraciones de 20 y 40 mg/mL. Otros estudios,
muestran alta actividad de algunos extractos metanodlicos usando un rango de
concentraciones similares a las usadas en el presente estudio. Por ejemplo, observaron
100 % de mortalidad de R. microplus por efecto de extractos metanélicos de Acmella
oleracea a concentraciones de 3.1 a 12.5 mg/mL. Marchesini et al. (2020) observaron
que todas las fracciones derivadas de extractos metandlicos de hojas y tallos de
Acmella oleracea (Asteraceae) causaron 100 % de mortalidad en larvas de R. microplus
a concentraciones de 3.1 mg/mL. Con base en los datos de mortalidad de R. microplus
y las concentraciones usadas en otros estudios, se considera que en el presente
trabajo, los extractos metandlicos de A. cornigera-Raiz estarian posicionados como un
extracto de alta actividad a concentraciones relativamente bajas.

El fraccionamiento del extracto de A. cornigera-Raiz revel6 que los metabolitos activos
se encuentran en la fraccion M2b1, que a concentracién de 1 mg/mL causoé la mas alta
mortalidad en larvas, lo que sugiere que en esa fraccion se encuentran los compuestos
con mayor actividad acaricida. Otros estudios usando fracciones y subfracciones de
extractos organicos muestran actividad en concentraciones mas altas (5 a 50 mg mL™?),
como lo indica Souza et al. (2017) con fracciones de extractos organicos de Ocotea
aciphylla y Dantas et al., (2016) con extracto organico de Amburana cearensis.

En el presente estudio, el fraccionamiento guiado permitié detectar a la fraccion M2b1
como la de mayor actividad, la cual presenta en su cromatograma de liquidos solo
cuatro componentes a una longitud de onda de 210 nm. Los componentes identificados
correspondieron a la sacarosa y la quercitrina. En literatura no se ha reportado la
actividad de estos compuestos contra R. microplus. La quercitrina es un metabolito
secundario encontrado en varios 6rganos de especies del género Acacia, incluyendo
flores y brotes de A. confusa (Tung et al.,, 2011), hojas de A. mearnsii (MacKenzie,
1969) y hojas y corteza de A. saligna (El Sissi & ElI Sherbeiny, 1967). La quercitrina
también se encuentra como metablito secundario en especies de otras familias
botanicas, donde se ha registrado su actividad nematicida (Abdel Bar et al., 2018). Es
importante  mencionar que la aglicona de la quercitrina exhibe amplio rango de
propiedades bioldgicas, incluyendo inhibicion de enzimas y actividad antimicrobiana (Li
et al., 2016). Por otra parte, los componentes no identificados presentes en la fraccion
M2b1, con formula molecular sugerida de CisH3sO7 y C24H4sNOz7, indican que estos
compuestos polares poseen grupos hidroxilados. El segundo compuesto enlistado es
de tipo alcaloidal.

Hasta el momento no existe un estudio detallado sobre la actividad acaricida de los
metabolitos de raiz de A. cornigera. Diversos estudios del género Acacia sefialan que
las especies de este género producen una amplia gama de metabolitos secundarios,
dentro de los que se encuentran los flavonoides, terpenoides, fitoesteroles, glicésidos
cianogénicos, taninos condensados y gomas polisacaridas; en menor proporcién se han
reportado aminas, alcaloides, ciclitoles, acidos grasos y aminoacidos no proteicos
(Seigler, 2003; Subhan et al., 2018; Jaeger et al., 2019).
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La mayor actividad del extracto completo comparado con la actividad producida por las
fracciones, sugieren un efecto sinergista para M2b4 y M2b5 con otros componentes
minoritarios 0 mayoritarios. Se requieren futuras investigaciones para aislar e identificar
otros metabolitos con propiedades ixodicidas producidos por A. cornigera.

En conclusion, los extractos metanodlicos de A. farnesiana y A. cornigera causaron
diferentes grados de toxicidad en larvas de garrapatas R. microplus. Los extractos
metanolicos de tallo y raiz de A. cornigera y tallo de A. farnesiana mostraron la mas alta
actividad ixodicida. Del extracto metandlico de raiz de A. cornigera se obtuvo la fraccion
M2b1, misma que tuvo alta actividad y presencia de varios metabolitos, entre ellos
sacarosa y quercitrina. La quercitrina podria ser uno de los metabolitos responsables
del efecto de los extractos metandlicos de la raiz de A. cornigera en larvas de R.
microplus. Este es el primer reporte de la actividad larvicida del extracto y las fracciones
de A. cornigera (raiz), por lo que representa una linea promisoria de estudio para el
desarrollo de productos naturales para el manejo sustentable de la garrapata R.
microplus en su etapa larval.
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